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O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerca de 95% dos casos de câncer de boca e, 
mesmo com os avanços nos últimos anos, ainda apresenta altas taxas de mortalidade. Muitos 
fatores de crescimento já foram relacionados com o aumento da capacidade de invasão e 
progressão em diversos sítios tumorais, dentre eles, o Fator Transformador de Crescimento 
Beta-1 (TGF-ß1). TGF-β1 é uma citocina que desempenha um duplo papel na carcinogênese. 
Parece atuar como inibidor da proliferação celular nas fases iniciais, mas, em estágios mais 
avançados, pode contribuir para o crescimento tumoral e invasão dos tecidos. O objetivo do 
presente estudo foi analisar a imunomarcação do TGF-β1 como marcador prognóstico de 
CEC de boca, além de correlacioná-la com aspectos clínicos, demográficos e com o perfil 
proliferativo do tumor, determinado pela expressão de KI-67. Foram selecionados os 
prontuários médicos de 74 pacientes com diagnóstico histopatológico de CEC diagnosticados 
no Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), atendidos no 
período de janeiro 2001 a dezembro de 2009. Os prontuários foram avaliados manualmente e 
foram coletadas informações quanto aos dados demográficos, fatores de risco, características 
clínicas do tumor, tratamento e sobrevida. Os casos foram separados em 34 pacientes com 
prognóstico favorável (sobrevida maior que 5 anos) e 40 pacientes com prognóstico 
desfavorável (sobrevida menor que 5 anos). Além disso, foram incluídos 9 casos de mucosa 
bucal com aspecto de normalidade, provenientes de casos de mucocele, para fins de 
comparação. Foram realizadas a graduação histológica dos tumores e as reações 
imunoistoquímicas para TGF-ß1 e Ki-67. A existência de associação entre as variáveis 
independentes e os desfechos foi avaliada por meio dos testes qui-quadrado, Kruskal-Wallis e 
Anova. Foram construídas as curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meyer. Em todos os 
testes foi utilizado o software SPSS 19 e o nível de significância estabelecido foi de 5%. De 
todos os CEC analisados, 43,2% dos casos apresentaram marcação positiva em mais de 50% 
das células para o TGF-β1. Não houve diferença estatística na marcação de TGF-β1 
relacionada com prognóstico e com graduação histopatológica, porém foi observado um 
aumento do TGF-β1 em CEC quando comparado à mucosa bucal normal. O índice de 
marcação do Ki-67 em CEC com prognóstico favorável foi de 49,85 (± 16,34) e de 51,16 (± 
19,91) com prognóstico desfavorável. Foi encontrada diferença entre os escores mais altos (1 
e 2) de TGF- β1 e menor média de Ki-67 (p= 0,01), assim como entre o tipo de tratamento e 
maior tempo de sobrevida (p=0,01). Conclui-se que o TGF-β1 e o Ki-67 estão altamente 
expressos nos CEC de boca em comparação com a mucosa normal, contudo não podem ser 
relacionados com o prognóstico dessas lesões. No entanto, TGF-β1 está associado com uma 
diminuição da taxa de proliferação celular em CEC de boca. 
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 ABSTRACT 
WEISSHEIMER, Camila. Correlation of immune TGF-ß1 marking with cell proliferation 
in oral squamous cell carcinomas with different prognostic. 2015. 39 f. Final Paper 
(Graduation) – Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto 
Alegre, 2015. 
 
Oral squamous cell carcinoma (OSCC) represents about 95% of cases of oral cancer and even 
with advances in recent years still has high mortality rates. Many growth factors have been 
associated with increased of invasion ability and tumor progression in various places, among 
them, the Transforming Growth Factor beta-1 (TGF-ß1). TGF-β1 is a cytokine that plays a 
dual role in carcinogenesis. It seems to act as an inhibitor of cell proliferation in the early 
stages, but, at later stages, can contribute to tumor growth and invasion of tissue. The aim of 
this study was to evaluate the immunohistochemistry of TGF-β1 as a prognostic marker of 
OSCC, and to correlate with clinical, demographic and proliferative tumor profile, determined 
by the expression of KI-67. The medical records of 74 patients were selected with 
histopathological diagnosis of OSCC diagnosed in pathology service of Hospital de Clínicas 
de Porto Alegre (HCPA), treated between January 2001 to December 2009. The records were 
manually evaluated and information was collected regarding demographic data, risk factors, 
clinical features of the tumor, treatment and survival. The cases were separated in 34 patients 
with good prognosis (survival higher than 5 years) and 40 patients with poor prognosis 
(survival less than 5 years). In addition, it was included 9 cases of oral mucosa with normal 
aspect, from Mucoceles cases, for comparison purposes. Histologic grading of tumors and 
immunohistochemical reactions for TGF-ß1 and Ki-67 was performed. The presence of 
association between independent variables and the outcome was evaluated using the chi-
square test, Kruskal-Wallis and ANOVA. The survival curves were made using the Kaplan-
Meyer method. In all tests we used the SPSS 19 software and the level of significance was 
5%. In all OSCC analyzed, 43.2% of the cases showed positive labeling of TGF-β1 in more 
than 50% of the cells. There was no statistical difference in TGF-β1 marking related to 
prognosis and histological grade, however there was an increase in the TGF-β1 labeling in 
OSCC compared to normal oral mucosa. The labeling index of Ki-67 in CEC with a favorable 
prognosis was 49.85 (± 16.34) and 51.16 (± 19.91) with poor prognosis. Difference was found 
between the highest scores (1 and 2) of TGF-β1 and lower average Ki-67 (p = 0.01), as well 
as between the type of treatment and longer survival time (p = 0.01). We conclude that TGF-
β1 and Ki-67 are highly expressed in the OSCC compared to normal oral mucosa, but they 
may not be related to the prognosis of these lesions. However, TGF-β1 is associated with a 
decrease in cell proliferation rate in OSCC. 
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA 
 
O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerca de 95% das neoplasias malignas 
que acometem a boca (ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010; JEMAL et al., 2007; 
PARKIN et al., 2005; JEMAL et al., 2002).  Estima-se que, anualmente, ocorram cerca de 
550.00 novos casos de CEC de boca no mundo (FERLAY et al., 2010; CONWAY et al., 
2009), sendo essa a sexta localização mais comum de neoplasias em homens. Apesar das 
inovações em ciência básica e em pesquisa clínica observadas nos últimos anos, apenas 30 a 
50% dos doentes estarão vivos após três anos, indicando uma taxa de sobrevida global baixa 
(HASSONA et al., 2013; OHTA et al., 2013; HALL et al., 2013; ANDISHEH-TADBIR; 
MEHRABANI; HEYDARI, 2008; HADDAD; SHIN, 2008; VALLECILLO et al., 2007;).  
A carcinogênese do CEC de cabeça e pescoço é um processo complexo de múltiplas 
etapas determinadas por diversos fatores genéticos e epigenéticos (CHEN et al., 2013; 
MARTINS; CASTILHO, 2013; MASCOLO et al., 2012) que resultam na formação e 
crescimento tumoral (CHEN et al., 2011; CALIFANO et al., 1996). Diferentes fatores têm 
sido avaliados como marcadores prognósticos no CEC de boca, incluindo a localização do 
tumor, a classificação TNM (estadiamento clínico), a graduação histopatológica, o tratamento 
realizado e biomarcadores de proteínas envolvidas nos mecanismos de carcinogênese.  
Na prática clínica, o sistema TNM tem sido muito utilizado para auxiliar na decisão 
terapêutica e como guia prognóstico (BELLO; SOINI; SALO, 2010; VAN DER SCHROEFF; 
BAATENBURG DE JONG, 2009). Pacientes com tumores T3 e T4 mostram um risco de 
morte 1,89 vezes maior do que aqueles com um tumor em estágios mais iniciais (OLIVEIRA 
et al., 2015; VALLECILLO et al., 2007), assim como, pacientes com metástase em 
linfonodos regionais parecem apresentar um risco de morte 1,6 vezes maior do que aqueles 
que não apresentam linfonodos comprometidos (N0) (OLIVEIRA et al., 2015; GHOSHAL et 
al., 2006; MORELATTO et al., 2006; JONES et al., 1994). O prognóstico varia de acordo 
com o estadiamento inicial dos tumores. No estádio I cerca de 80% dos pacientes apresentam 
sobrevida de 5 anos, enquanto que no estádio IV apenas 15% (WARNAKULASURIYA, 
2009). Apesar de o TNM ser muito utilizado, resultados conflitantes sobre sua validade são 
apresentados na literatura, pois, em diversos estudos, não é evidenciada correlação 
significativa entre a classificação TNM e a sobrevida dos pacientes. Mesmo pacientes que 
exibem tumores pequenos (T1-T2N0M0) podem apresentar recorrências, metástase e morte 
(SOLAND; BRUSEVOLD, 2013). A principal explicação para a ineficiência deste sistema é 
porque ele apenas considera as características anatômicas dos tumores, sem considerar as 
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características biológicas e moleculares e, por conseguinte, é incapaz de individualizar o 
prognóstico.  
Histologicamente, o CEC se caracteriza pela invasão de células epiteliais neoplásicas 
no tecido conjuntivo. Diversas classificações são utilizadas para caracterizar o CEC, a mais 
utilizada é a classificação de Bryne. Essa classificação é realizada segundo critérios como 
grau de ceratinização, pleomorfismo nuclear, padrão de invasão e infiltrado 
linfoplasmocitário, e avaliam as células da zona de invasão tumoral, determinando o grau de 
malignidade do tumor.  
Nos últimos anos, avanços importantes têm sido demonstrados na identificação de 
biomarcadores que avaliem a agressividade e o prognóstico dos CEC de cabeça e pescoço.  
Assim, com estes biomarcadores, no momento do diagnóstico, pretende-se identificar um 
subconjunto de pacientes que requerem abordagens terapêuticas mais 
agressivas/complementares, tais como radioterapia, quimioterapia e terapias alvo. Na busca 
desses biomarcadores, uma das principais ferramentas tem sido a utilização da 
imunoistoquímica, que permite a identificação do padrão de expressão de diferentes proteínas 
teciduais aliada a análise da morfologia tumoral e outros aspectos microscópios importantes, 
como invasão neural, área de invasão do tumor, margens etc. Além disso, pode-se utilizar 
espécimes fixados em formalina e embebidos em parafina que estão armazenados durante um 
longo período de tempo, permitindo assim estudos retrospectivos de grandes populações 
(OLIVEIRA; RIBEIRO-SILVA, 2011). Dentre os marcadores imunoistoquímicos mais 
pesquisados estão os relacionados aos genes supressores de tumor, oncogenes, marcadores de 
proliferação celular, apoptose, angiogênese e moléculas de adesão (OLIVEIRA; RIBEIRO-
SILVA, 2011; MASSANO et al., 2006), sendo os mais relatados na literatura o p53, Ki67 e 
EGFR. Porém, resultados divergentes em pequenas coortes indicam que nenhum marcador 
pode ser recomendado até o momento (SOLAND; BRUSEVOLD, 2013). Os resultados 
discrepantes na literatura apontam para a necessidade de se estudar novos marcadores 
prognósticos em CEC de boca.  Nesse sentido, a análise de fatores de crescimento, tais como 
o fator de crescimento e transformação beta-1 (TGF-β1), seus receptores e os eventos 
bioquímicos por eles ativados podem fornecer importantes informações no prognóstico do 
CEC e constituir novo alvo terapêutico para essas lesões.  
Originalmente, os membros da família de TGF-ß (ß1, ß2 e ß3) foram descritos como 
fatores que induzem a transformação celular, porém esses fatores também regulam a 
proliferação, migração, diferenciação celular e processos de reparo (BIERIE; MOSES, 2006). 
Quando o TGF-ß estimula o crescimento de células mesenquimais, o mesmo age de forma a 
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inibir o crescimento e a diferenciação de células epiteliais, podendo ainda induzir a 
desdiferenciação, assim como a transição epitélio-mesenquimal (HE; BAZAN, 2008; 
WILKINS-PORT; HIGGINS, 2007). Apesar do TGF-ß1 agir inibindo a proliferação de 
células epiteliais, paradoxalmente é encontrado em altas concentrações em células tumorais 
nos estágios mais tardios, parecendo promover invasão celular e metástases, angiogênese e 
síntese de proteínas da matriz extracelular, facilitando a migração ou participando da 
regulação da resposta imune por meio de sinalização autócrina, e contribuindo para a 
progressão do câncer (GIEHL; IMAMICHI; MENKE, 2007; DUMONT; ARTEAGA, 2003; 
WAKEFIELD; ROBERTS, 2002; AKHURST; DERYNCK, 2001). O TGF-ß1 também tem 
mostrado papel na redução da resposta imunológica (BECK; SCHREIBER; ROWLEY, 
2001), estimulação da angiogênese (BERTOLINO et al., 2005; DERYNCK; AKHURST; 
BALMAIN, 2001; CHOI; CHOI; PARK, 1997), aumento da síntese de enzimas proteolíticas 
(KIM et al., 2004; SEOMUN et al., 2001) e estimulação da deposição de matriz extracelular 
(MEC) no microambiente tumoral (CHENG; LOVETT, 2003). Além disso, dados de estudos 
clínicos estão associados positivamente à expressão de TGF-ß1 in vivo com o aumento da 
capacidade de invasão de tumores de mama (GORSCH et al., 1992) e próstata (THOMPSON 
et al., 1992), e com redução da sobrevida em carcinomas pancreáticos (FRIESS et al., 1993). 
Estudos prévios demonstram que o TGF-β1 tem um papel pró-carcinogênico em 
tumores sólidos como os de cabeça e pescoço (HAWINKELS et al., 2009; MINCIONE et al., 
2008; KOMINSKY et al., 2007; PARDALI; MOUSTAKAS, 2007; LOGULLO et al., 2003; 
GORCH et al., 1992).  Em estágios iniciais da carcinogênese, quando ainda há uma resposta 
normal das células epiteliais ao TGF-β1, ele parece atuar como supressor da progressão 
tumoral (SALVADORI et al., 2014; CHEN et al., 2011). Entretanto, nos estágios tardios, 
parece promover invasão celular e metástases, angiogênese e síntese de proteínas da matriz 
extracelular ou participar da regulação da resposta imune por meio de sinalização autócrina 
(OHYAMA et al., 2013; CAMPISI, 2001). Nosso grupo demonstrou o papel do TGF-β1 na 
carcinogênese labial (SALVADORI et al., 2014) e bucal (WAGNER et al., 2015), porém 
estudos sobre a importância desse marcador no estabelecimento do prognóstico dos CEC de 









2.1 OBJETIVO GERAL: 
 
 O objetivo do presente estudo foi verificar o papel da imunomarcação do TGF-β1 
como marcador prognóstico de carcinomas espinocelulares de boca e correlacioná-lo com o 
perfil proliferativo do tumor. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
a) Correlacionar os dados de sobrevida dos pacientes com a imunomarcação do TGF-β1; 
b) correlacionar o estadiamento clínico dos CEC (TNM) com a imunomarcação do TGF-
β1 e com o prognóstico; 
c) correlacionar a graduação histopatológica com a imunomarcação do TGF-β1 e com o 
prognóstico; 
d) correlacionar o perfil de recidiva com a imunomarcação do TGF-β1 e com o 
prognóstico; 
e) correlacionar os dados de fatores de risco (fumo e álcool) com a imunomarcação do 
TGF-β1 e com o prognóstico. 
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Objetivo: O objetivo do presente estudo foi verificar o papel da imunomarcação do 
TGF-β1 como marcador prognóstico de CEC de boca e relacioná-lo com as características 
clínicas e demográficas da amostra e com o perfil proliferativo do tumor, através da expressão 
de Ki-67. 
Materiais e Métodos: Foram selecionados os prontuários médicos de 74 pacientes 
com diagnóstico histopatológico de CEC diagnosticados no Serviço de Patologia do HCPA 
atendidos no período de janeiro 2001 a dezembro de 2009. Os prontuários foram avaliados 
manualmente e foram coletadas informações quanto aos dados demográficos, fatores de risco, 
características clínicas do tumor, tratamento e sobrevida. Os casos foram separados em 34 
pacientes com prognóstico favorável (sobrevida maior que 5 anos) e 40 pacientes com 
prognóstico desfavorável (sobrevida menor que 5 anos). As lesões foram classificadas pelo 
padrão histológico e foram realizadas as reações imunoistoquímicas para TGF-ß1 e Ki-67. 
Foram incluídos 9 casos  de mucosa bucal com aspecto de normalidade, provenientes de 
mucocele, para fins de comparação. A existência de associação entre as variáveis 
independentes e os desfechos foi avaliada por meio dos testes qui-quadrado, Kruskal-Wallis e 
Anova. Foram construídas as curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meyer. Em todos os 
testes foi utilizado o software SPSS 19 e o nível de significância estabelecido foi de 5%. 
Resultados: De todos os CEC analisados, 43,2% dos casos apresentaram marcação 
positiva de TGF-β1 em mais de 50% das células. Não houve diferença estatística na marcação 
de TGF-β1 relacionada com prognóstico e graduação histopatológica. O índice de marcação 
do Ki-67 em CEC com prognóstico favorável foi de 49,85 (± 16,34) e de 51,16 (± 19,91) nos 
casos de prognóstico desfavorável. Foi encontrada diferença estatisticamente significativa na 
expressão de ambos os marcadores em CEC de boca em comparação à mucosa bucal normal. 
Além disso, houve diferença entre os escores mais altos (1 e 2) de TGF- β1 e menor média 
Ki-67 (p = 0,01), assim como os pacientes que foram submetidos ao tratamento cirúrgico 
apresentaram maior tempo de sobrevida (p = 0,01). 
Conclusão: Conclui-se que o TGF-β1 e o Ki-67 estão altamente expressos nos CEC 
de boca em relação aos casos de mucosa normal, contudo não podem ser relacionados com o 
prognóstico dessas lesões. No entanto, TGF-β1 está associado com uma diminuição da média 
de Ki-67, indicando que o TGF-β1 está tentando conter a proliferação celular. 
 





O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerca de 95% das neoplasias malignas 
que acometem a boca.1-4 Além dos altos índices de prevalência, o CEC de boca tem mostrado 
um prognóstico desfavorável, com valores de cinco anos de sobrevivência de menos de 50%, 
produzindo altas taxas de mortalidade e morbidade no Brasil e no mundo.5,6  
Diferentes fatores têm sido avaliados como marcadores prognósticos no CEC de boca, 
incluindo a localização do tumor, a classificação TNM (estadiamento clínico), a graduação 
histopatológica, o tratamento realizado e biomarcadores de proteínas envolvidas nos 
mecanismos de carcinogênese. Dentre todos citados acima, a classificação TNM é a mais 
utilizada na prática clínica, porém, em diversos estudos, não é evidenciada correlação 
significativa entre a classificação TNM e a sobrevida dos pacientes. Isso porque mesmo 
pacientes que exibem tumores pequenos (T1-T2N0M0) podem apresentar recorrências, 
metástase e morte.7 A principal explicação para a ineficiência deste sistema é porque ele 
apenas considera as características anatômicas dos tumores, sem considerar as características 
biológicas e moleculares e, por conseguinte, é incapaz de individualizar o prognóstico.  
A classificação de Bryne é utilizada para caracterização histológica do CEC. Essa 
classificação é realizada segundo critérios como grau de ceratinização, pleomorfismo nuclear, 
padrão de invasão e infiltrado linfoplasmocitário, e avaliam as células da zona de invasão 
tumoral, determinando o grau de malignidade do tumor. 
Dessa forma, a busca pela identificação de biomarcadores que avaliem a agressividade 
e o prognóstico dos CEC de cabeça e pescoço se faz necessária. Assim, com esses 
biomarcadores, no momento do diagnóstico, pretende-se identificar um subconjunto de 
pacientes que requerem abordagens terapêuticas mais agressivas/complementares, tais como 
radioterapia, quimioterapia e terapias alvo. Na busca desses biomarcadores, uma das 
principais ferramentas tem sido a utilização da imunoistoquímica, que permite a identificação 
do padrão de expressão de diferentes proteínas teciduais aliada a análise da morfologia 
tumoral e outros aspectos microscópios importantes, como invasão neural, área de invasão do 
tumor, margens etc. Além disso, pode-se utilizar espécimes fixados em formalina e 
embebidos em parafina que estão armazenados por um longo período de tempo, permitindo 
assim estudos retrospectivos de grandes populações.8 Dentre os marcadores 
imunoistoquímicos mais pesquisados estão os relacionados aos genes supressores de tumor, 
oncogenes, marcadores de proliferação celular, apoptose, angiogênese e moléculas de 
adesão,8,9 sendo os mais relatados na literatura o p53, Ki67 e EGFR. Porém, resultados 
divergentes em pequenas coortes indicam que nenhum marcador pode ser recomendado até o 
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momento.7 Os resultados discrepantes na literatura apontam para a necessidade de se estudar 
novos marcadores prognósticos em CEC de boca. Nesse sentido, a análise de fatores de 
crescimento, tais como o fator de crescimento e transformação beta-1 (TGF-β1), seus 
receptores e os eventos bioquímicos por eles ativados podem fornecer importantes 
informações no prognóstico do CEC e constituir novo alvo terapêutico para essas lesões.  
A superfamília dos TGF-ß inclui mais de 100 diferentes proteínas e um número 
superior a 40 tem sido descrito em mamíferos. As 3 isoformas de TGF-ß em mamíferos (ß1, 
ß2 e ß3) induzem uma série de efeitos celulares tanto na formação dos organismos quanto em 
organismos adultos,10,11 regulando a proliferação, migração, diferenciação celular e processos 
reparadores.12 Apesar do TGF-ß1 agir inibindo a proliferação de células epiteliais, 
paradoxalmente é encontrado em altas concentrações em células tumorais, contribuindo para a 
progressão do câncer, facilitando a migração e metástase em estágios mais tardios.11,13-15 
Foram evidenciadas altas concentrações deste fator de crescimento em câncer colorretal,16 
carcinomas gástricos,17 carcinomas renais18 e CEC de cabeça e pescoço.19 Além disso, dados 
de estudos clínicos estão associados positivamente à expressão de TGF-ß1 in vivo com o 
aumento da capacidade de invasão de tumores de mama20 e próstata,21 e com redução da 
sobrevida em carcinomas pancreáticos.22 
Estudos prévios demonstram que o TGF-β1 tem um papel pró-carcinogênico em 
tumores sólidos como os de cabeça e pescoço.16,18-20,23-25 Em estágios iniciais da 
carcinogênese, quando ainda há uma resposta normal das células epiteliais ao TGF-β1, ele 
parece atuar como supressor da progressão tumoral.26,27 Porém, nos estágios tardios, parece 
promover invasão celular e metástases, angiogênese e síntese de proteínas da matriz 
extracelular ou participar da regulação da resposta imune por meio de sinalização 
autócrina.28,29 Nosso grupo demonstrou o papel do TGF-β1 na carcinogênese labial27 e 
bucal,30 porém, estudos sobre a importância desse marcador no estabelecimento do 
prognóstico dos CEC de boca são escassos. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi 
verificar o papel da imunomarcação do TGF-β1 como marcador prognóstico de carcinomas 
espinocelulares de boca e correlacioná-lo com as características clínicas e demográficas, e 








MATERIAIS E MÉTODOS 
Amostra 
 A partir dos critérios de inclusão (75% das informações disponíveis nos prontuários e 
blocos de parafina disponíveis para o estudo), foram selecionados 74 prontuários médicos e 
blocos de parafina de pacientes diagnosticados com carcinoma espinocelular (CID.C02) 
primário na região bucal,  no período de janeiro de 2001 a dezembro de 2009, no Serviço de 
Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).  
Foram coletadas informações quanto aos dados demográficos, fatores de risco, 
características clínicas do tumor, tratamento, recidiva e sobrevida. Foram incluídos 9 casos  
que continham epitélio de revestimento da mucosa bucal com aspecto de normalidade, 
provenientes de casos de mucocele, para fins de comparação com CEC. 
O presente estudo foi conduzido segundo os critérios éticos da Declaração de Helsinki 
e foi aprovado no comitê de ética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (GPPG 12-0163). 
 
Análise Histopatológica 
 As lâminas de CEC foram coradas em hematoxilina e eosina (h&e). Após, foi 
realizada a graduação histopatológica segundo os critério descritos por Bryne et al.31 Foi 




 Cortes histológicos de 3µm, em lâminas silanizadas, foram desparafinizados em xilol, 
reidratados em álcool e imersos em solução de peróxido de hidrogênio a 0,3% em metanol 
para bloqueio da peroxidase endógena. A seguir, os cortes foram lavados em solução tampão 
fosfato e posteriormente submetidos à recuperação antigênica. Para o TGF-β1, foi realizada 
recuperação enzimática com pepsina pH1,8 a 1% em estufa a 37oC por 60 minutos.  Para o 
Ki-67, foi feita a recuperação com solução de baixo pH (10 ml de solução pH=6,0 + 90ml 
H20) em 80º C por 18 horas (overnight). Após, foi incubado o anticorpo primário anti-TGF-
β1 (sc-146, SantaCruz Biotecnology; 1:100) por 18 horas (“overnight”) e Ki-67 (clone MIB1, 
DAKO, Carpinteria, USA, 1:50) por 1h. O sistema de detecção empregado foi do tipo 
polimérico (Envision + Dako, Carpinteria, CA, USA). As revelações das reações foram 
realizadas através de solução cromógena, contendo 0,03% de 3-31-diaminobenzidina (DAB, 
DakoCytomation, USA) e contra-coradas com solução de hematoxilina de Mayer. Todas as 
reações foram acompanhadas de controles positivos de acordo com as instruções do 
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fabricante. Para o controle negativo, os anticorpos primários foram substituídos por albumina 
sérica bovina (BSA) a 1% diluída em tampão TRIS-HCL, pH 7,4. Apenas coloração marrom 
citoplasmática de células foi observada para o TGF-β1 e coloração nuclear para o Ki-67, 
independentemente da intensidade da coloração, e foram consideradas como positivas. 
Todas as análises foram feitas por pesquisadores cegados quanto aos aspectos clínicos 
e o prognóstico. Foi realizada uma análise semi-quantitativa nas lâminas imunomarcadas com 
TGF-β1, por dois patologistas em consenso, em um aumento de 400x,  usando escores 
baseados na porcentagem de células neoplásicas marcadas. Cada caso foi classificado 
segundo o seguinte escore: escore 0 (0 a 10% de células positivas), escore 1 (10 a 50%) e 
escore 2 (acima de 50% de células positivas).27 
 O índice proliferativo do tumor foi determinado pela expressão de Ki-67 na amostra. 
Foi realizada uma análise quantitativa dos cortes histológicos imunomarcados pelo Ki-67 
seguindo a metodologia descrita por Martinez et al.32 Foi realizada a captura de imagens das 
lâminas por intermédio de microscópio de luz convencional CX41RF model (Olympus Latin 
America, Inc., Miami, Florida, USA) contendo uma câmera QColor 5, Coolet, RTV 
(Olympus Latin America, Inc., Miami, Florida, USA) acoplada e conectada a um computador 
Dimension 5150 (Dell, Porto Alegre, RS, Brazil). As imagens foram analisadas pelo software 
QCapture version 2.81 (Quantitative Imaging Corporation, Inc.; Surrey, DC, Canada) e 
contadas com o auxílio do programa ImageJ (Instituto Nacional de Saúde Mental, Bethesda, 
Maryland, EUA). O número e percentual de células positivas foram avaliados em cada caso. 
Foram contadas 1000 células em um aumento de 400x e o resultado foi apresentado como 
percentual de células positivas/1000células (média e desvio padrão).  
 
Análise Estatística 
 Foi realizada inicialmente uma análise descritiva para as variáveis consideradas, 
calculando média, desvio padrão, máximo, mínimo e mediana para as variáveis quantitativas, 
e freqüência e porcentagem para as variáveis qualitativas. A existência de associação entre as 
variáveis independentes e os desfechos foi avaliada por meio do teste qui-quadrado com o 
software SPSS 19. Foram realizados os testes Anova e Kruskal-Wallis para comparação de 
médias. A sobrevida foi calculada pelo método de Kaplan-Meier e as curvas de sobrevida 
foram comparadas usando o teste estatístico de log-rank. Em todos os testes, foi utilizado o 






Características clínicas e demográficas de CEC nos diferentes prognósticos  
 Dentre todos os casos de CEC avaliados (n=74), 34 pacientes foram considerados com 
prognóstico favorável, pois apresentaram sobrevida maior que 5 anos e não apresentaram 
recidiva e; 40 pacientes foram considerados com prognóstico desfavorável, pois tiveram 
sobrevida menor que 5 anos e/ou apresentaram recidiva.  
Na Tabela 1 estão demonstradas as características clínicas e demográficas da amostra 
com relação ao prognóstico. A média de idade dos pacientes foi de 56,2 anos (±8,689). Houve 
uma maior prevalência de pacientes diagnosticados com CEC do sexo masculino, 
independente do prognóstico. Todos os pacientes da amostra eram fumantes, com exceção de 
um paciente do grupo prognóstico desfavorável. Com relação ao consumo de álcool, 26 
(83,9%) e 23 (85,2%) pacientes eram etilistas em prognóstico favorável e desfavorável, 
respectivamente.   
Quanto ao sítio, houve maior prevalência de CEC em palato em ambos os 
prognósticos, assim como a presença de sintomatologia dolorosa. Com relação à classificação 
TNM, independentemente do prognóstico, a maior parte dos pacientes foi diagnosticada com 
CEC nos estágios III e IV. Ao analisarmos os dados relacionados ao tratamento, observamos 
que a maioria dos pacientes foi submetida à associação de cirurgia e radioterapia. Os 
pacientes que foram submetidos a tratamento cirúrgico estavam mais concentrados no grupo 
com prognóstico favorável (44,1%), com uma diferença estatisticamente significativa (p = 





Tabela 1. Características demográficas e clínicas dos pacientes com CEC com prognóstico favorável e 
desfavorável.  
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Análise histopatológica  
A análise histopatológica foi realizada em todos os casos de CEC segundo os critérios 
de Bryne et al.31 e estão demonstradas na Tabela 2  de acordo com o prognóstico. Entre os 
casos com prognóstico favorável, 9 pacientes (26,5%) foram classificados em baixo grau de 
malignidade, 20 (58,8%) em moderado grau de malignidade e 5 (14,7%) em alto grau de 
malignidade. Entre os casos com prognóstico desfavorável, 12 pacientes (29,3%) foram 
classificados em baixo grau de malignidade, 27 (65,9%) em moderado grau de malignidade e 
1 (4,9%) em alto grau de malignidade. Não houve associação entre o grau de malignidade do 
tumor e o prognóstico.  
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Análise Imunoistoquímica  
As tabelas 3 e 4 mostram os resultados da análise imunoistoquímica de TGF-β1 e KI-
67 nos casos de mucosa normal e nos casos de CEC nos diferentes prognósticos.  
 
TGF- β1 
Todos os casos de CEC, independente do prognóstico, foram positivos para 
imunomarcação de TGF-β1 (Figura 1). Dentre os casos de mucosa normal, 8 (88,9%) foram 
classificados em escore 0 de TGF-β1 e apenas 1 (11,1%) foi classificado em escore 1, sendo 
que não houve casos de mucosa normal classificados em escore 2. Dentre todos os casos de 
CEC, 12 (16,4%) foram classificados em escore 0, 31 (42,5%) foram classificados em escore 
1 e 30 (41,1%) foram classificados em escore 2. Observou-se uma maior expressão de TGF-
β1 em CEC quando comparado com a mucosa normal, com diferença estatisticamente 
significativa (p = 0.00) (Figura 1 A, B e C).    
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Não foram encontradas associações estatisticamente significativas entre a 
imunomarcação de TGF-β1 e as características demográficas e clínicas da amostra.  
Não foi encontrada diferença estatisticamente significante na expressão de TGF-β1 
entre os casos de CEC com diferentes prognósticos, porém, entre os casos de prognóstico 
desfavorável, observamos uma maior concentração de casos no grupo classificado como 
escore 2 de TGF-β1 (50%) e uma menor concentração de casos no grupo classificado como 
escore 0 (18,4%).  




 Todos os casos de CEC com prognóstico favorável e desfavorável, assim como os 
casos de mucosa normal foram positivos para imunomarcação de Ki-67 (Figura 1). Os casos 
de mucosa normal apresentaram uma média de Ki-67 de 8,6 (±2,76). Os casos de CEC com 
prognóstico favorável mostraram média de 49,85 (±16,34) e os com prognóstico desfavorável 
de 51,16 (±19,73). Houve uma maior expressão de Ki-67 em CEC quando comparado com a 
mucosa normal, com diferença estatisticamente significativa (p = 0.00) (Figura 1 D, E e F).    
Porém, não foi evidenciada diferença estatisticamente significativa entre as médias de Ki-67 
nos diferentes prognósticos. Da mesma forma, não houve associação significativa entre a 
expressão de Ki-67 e a classificação histopatológica do tumor, porém foi detectada maior 
média de Ki-67 nos casos classificados em alto grau de malignidade (52,95±19,36).  Os casos 
de CEC diagnosticados em estágios avançados (TNM III e IV) tiveram uma média maior de 
expressão de Ki-67 (50,88±18,27), porém, sem diferença estatisticamente significativa com 














































             *Teste de qui-quadrado ** Teste Anova  #análise de resíduos > 1,96, (a) diferença entre os grupos 
 
Associação entre Ki-67 e TGF-β1 
Foi avaliada a associação entre a marcação de TGF-β1 com o índice proliferativo do 
tumor (Ki-67) . Foi observado que entre o escore 1 (10-50%) e o escore 2 (>50%) de TGF- β1 
houve uma redução da média de Ki-67 estatisticamente significativa (p=0.01). Os dados da 
correlação de Ki-76 com TGF-β1 estão expressos na Tabela 4.  
  
Tabela 4. Relação entre as médias de Ki-67 e os escores de TGF-β1 em CEC de boca. 
 


















Figura 1. Imunomarcação de TGF-β1 e Ki-67 em mucosa normal e em CEC com diferentes prognósticos. (A) Ausência de TGF-β1 na mucosa bucal normal 
(100x), (B) e (C) Imunomarcação de TGF-β1 (escore 2) nos CEC com diferentes prognósticos (200x). (D) Ki-67 em mucosa normal (100x). (E) e (F) 





Durante o período de acompanhamento, 34 pacientes apresentaram recidiva com uma 
média de tempo de 22,71 meses após o diagnóstico do tumor. Dezenove pacientes morreram 
por causa do tumor com uma média de idade de 57,42 anos e com uma média de tempo de 
21,32 meses após o diagnóstico do tumor. As curvas de sobrevida de Kaplan-Meyer estão 
representadas na Figura 2. Foi realizado o teste de log-rank e observamos que houve 
associação estatisticamente significativa (p=0.01) entre a sobrevida e o tipo de tratamento ao 
qual o paciente foi submetido, com uma sobrevida maior relacionada ao tratamento cirúrgico. 
Com relação ao estadiamento clínico, a sobrevida foi maior nos casos iniciais (estagio I e II), 
porém sem um resultado estatisticamente significativo (p=0.06). Ao compararmos as curvas 
de sobrevida com os escores de TGF-β1, observamos uma diminuição da sobervida à medida 


















 Figura 2. Análise de Kaplan-Meyer da sobrevida de CEC (A) e
TGF- β1 (C); Estadiamento Clínico (D); Morte (E); Recidiva (F). 
 
 







A carcinogênese do CEC de cabeça e pescoço é um processo complexo de múltiplas 
etapas determinadas por diversos fatores genéticos e epigenéticos33-35 que resultam na 
formação e crescimento tumoral.26,36 O estudo do CEC de boca é extremamente importante, 
devido à sua alta morbidade e mortalidade.1,37 Vários biomarcadores vêm sendo avaliados nos 
CEC de boca na busca da melhor compreensão do comportamento tumoral.8,9 No presente 
estudo foi avaliado o papel do TGF-β1, que é um potente inibidor do crescimento epitelial, e 
sua relação com a proliferação celular e o prognóstico de CEC de boca.  
O TGF-β1 é um membro de uma grande família de citocinas que regulam uma 
variedade de processos celulares, incluindo a proliferação, diferenciação, motilidade, 
produção da matriz extracelular, angiogênese e resposta imune.11,13-15 Existem evidências de 
que alterações na via de sinalização do TGF-β1 contribuem para o desenvolvimento de 
diversos tipos de câncer.38,39 No entanto, efeitos contrastantes têm sido descritos, indicando 
uma dupla função do TGF-β1 na carcinogênese. Nos estágios mais precoces, o TGF-β1 
parece atuar como um inibidor de crescimento do tumor, porém, em estágios mais avançados 
da carcinogênese, contribui para a progressão do tumor e invasividade.13 Em alguns estudos, o 
aumento dos níveis de TGF-β1 tem sido associado a um pior prognóstico do câncer.18 Em 
outras investigações, no entanto, uma diminuição no nível de TGF-β1 tem sido associada com 
a progressão do tumor, a perda de diferenciação das células tumorais e um comportamento 
mais agressivo.23,40 No presente estudo, todos os casos de CEC foram positivos para o TGF-
β1, sendo que 43,2% dos casos apresentaram marcação positiva em mais de 50% das células 
neoplásicas. Além disso, essa marcação nos CEC de boca foi significativamente maior que a 
observada nas células epiteliais da mucosa bucal normal, demonstrando um papel pró-
tumorigênico desta proteína na carcinogênese bucal. Polimorfismo de TGF-β1 tem sido 
associado ao aumento da suscetibilidade ao CEC de boca, sendo que indivíduos que carregam 
esses alelos têm um risco aumentado em 2,73 vezes de desenvolver câncer.41 Maior expressão 
de TGF-β1 foi demonstrada em carcinoma coloretal,16 gástrico17 e renal,18 além de ter sido 
relacionada com maior invasividade em tumores de mama20,42 e próstata,21,43 e com redução 
de sobrevida em carcinoma de pâncreas.22 Estes dados corroboram a hipótese de que, durante 
a transformação neoplásica, ocorre uma perda da função inibitória do TGF-β1 devido à 
diminuição na regulação dos seus receptores ou alteração nas SMADS nas células. As 
principais mutações da via de sinalização do TGF-β1 são em genes que regulam TGFBR2, 
TGFBR1, SMAD4 e SMAD2.44-46   
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O antígeno Ki-67 vem sendo utilizado na rotina da patologia como marcador nuclear 
de células em proliferação, refletindo a fração total de proliferação celular no tecido.47 Isso 
porque esta proteína é observada em células em proliferação celular nas fases G1, S, G2 e 
mitoses do ciclo celular.48 O papel desta proteína como marcador prognóstico em carcinoma 
de boca ainda não está completamente definido e variações metodológicas podem ser 
responsáveis pelos diferentes resultados observados pelos autores. Todavia, tem sido relatado 
um aumento da marcação de Ki-67 em lesões potencialmente malignas e malignas da mucosa 
bucal,49-51 ao mesmo tempo que esse marcador está associado com uma redução do índice de 
sobrevivência dos pacientes com carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço e com um 
maior risco de metástase regional.52,53 No presente estudo houve um aumento da marcação de 
TGF-β1 e de Ki-67 nos CEC de boca quando comparados a mucosa bucal normal, indicando 
que o TGF-β1 perdeu a sua capacidade original de inibir a proliferação celular. Porém, 
analisando a relação entre KI-67 e os diferentes escores de TGF-β1 apenas na amostra de 
CEC, observamos uma relação inversa. Os casos de CEC com maior média de células 
positivas para o Ki-67 apresentavam menor escore de TGF-β1 e vice-versa. Resultados 
semelhantes foram observados pelo nosso grupo em um estudo anterior em CEC de lábio27, 
em que os tumores bem diferenciados (grau I: menor grau de malignidade) apresentavam 
menor Ki-67 e mais TGF-β1, enquanto que CEC com alto grau de malignidade apresentavam 
maior Ki-67 e menor TGF-β1.  Outros estudos também demonstraram diminuição dos níveis 
de TGF-β1 com a progressão do tumor e perda de diferenciação.23,40 Esses resultados indicam 
que, apesar de alterado, o TGF-β1 tenta conter a proliferação celular. Novos estudos 
associando o TGF-β1 com outras proteínas envolvidas nessa via de sinalização se fazem 
necessários para compreender melhor seu papel na carcinogênese e na progressão tumoral.  
A análise dos dados clínico-demográficos dos CEC de boca utilizados neste estudo 
mostrou resultados semelhantes aos descritos previamente na literatura. Usualmente essas 
lesões acometem mais homens, acima dos 50 anos, são diagnosticadas em estádios avançados 
e estão associadas ao consumo de tabaco e álcool.37,54-58 Pode-se observar, também, que os 
pacientes em estágios iniciais (estágios I e II) mostraram tendência a ter maior sobrevida, 
assim como os pacientes submetidos ao tratamento cirúrgico apresentaram maior sobrevida. 
Esses resultados corroboram a ideia de que tumores iniciais ainda podem ser removidos 
cirurgicamente e apresentam melhor prognóstico. A cirurgia combinada a radioterapia neo-
adjuvante permanecem como as melhores escolhas terapêuticas para o CEC de boca.54,59 
Novos conceitos envolvendo o uso de quimioterapia antes da radioterapia ou em conjunto 
ainda estão sendo investigados. Nesse sentido, tem se buscado a associação de dados clínicos 
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e de sobrevida dos CEC de boca com marcadores biológicos. No presente estudo não foi 
encontrada associação entre a marcação de TGF-β1 com os dados clínico-patológicos e de 
prognóstico. Porém, por estar altamente expresso em CEC de boca, a via do TGF-β1 pode ser 
vista como um potencial alvo terapêutico. Ensaios clínicos de fase I demonstraram bons 
resultados de inibidores de TGF-β1 em glioma maligno.60 Os resultados preliminares de um 
ensaio clínico de fase II em pacientes com carcinoma hepatocelular também têm demonstrado 
melhor evolução clínica dos pacientes.  
Em conclusão, os resultados do presente estudo sugerem que o TGF-β1 e o Ki-67 
estão altamente expressos nos CEC de boca comparado aos casos de mucosa normal, contudo 
não podem ser relacionados com o prognóstico dessas lesões. No entanto, TGF-β1 está 
associado com uma diminuição da média de Ki-67, indicando que o TGF-β1 está tentando 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A análise de biomarcadores tem se mostrado uma alternativa promissora para a 
definição do prognóstico e para a melhor escolha do tratamento nos casos de CEC de boca. 
No presente estudo, não foi encontrada relação entre a marcação de TGF-β1 e KI-67 com o 
prognóstico do CEC de boca, porém foi observada uma diminuição da proliferação celular à 
medida que há um aumento na expressão de TGF-β1 nas lesões. Novos estudos envolvendo  
outros possíveis biomarcadores em CEC de boca devem ser realizados para auxiliar na 
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ANEXO B – FICHA DE LEVANTAMENTO DE DADOS 
 
Ficha de Levantamento de dados: 
 
Prontuário:_________________________________  Nº AP______________ 
Nome do paciente:_______________________________________________ 
Idade: __________  
Sexo: 1 (  ) masculino 2 (  ) feminino  
Ocupação: _________________________________________ 
Cor:  1 (  ) branca    2 (  ) preta 3 (  ) amarela 4 (  ) outra 
Residência: 1 (  ) urbana 2 (  ) rural  
 
Fumo: 1 (  ) sim 2 (  ) não  
6.1- Tipo: (  ) cigarro  (  )charuto  (  ) cachimbo  (  ) palheiro  (  ) outros.  
6.2- Quantidade: _____________________  
6.3- Periodo de uso: _____________________  
6.4- Ex-fumante há quanto tempo:_____________________  
 
Alcool: 1(  ) sim 2 (  ) não  
7.1- Tipo: (  )cerveja   (  )cachaça   (  )whisky   (  )vinho   (  )outros  
7.2- Quantidade .............................................................  
7.3- Periodo de uso: .................................................  
7.4- Há quanto tempo parou o uso:_____________________  
 
 Dor: 1 (  ) sim 2 (  ) não  
 
 Lesão:  
Sitio: 1 (   ) Assoalho       2 (   ) Língua      3 (   ) Palato       4 (  ) Região Retromolar  5 (   ) 
Mucosa Jugal     6 (   ) Rebordo Alveolar      7 (   ) Outros: __________  
Aspecto clínico: (  )mancha branca   (  )mancha vermelha   (  )placa       (  )nódulo  (  ) úlcera  
(  )úlcero-vegetante  (  )úlcero-infiltrativo 
Tamanho: __________mm 
Tamanho: (  )Tx   (  )T0   (  )carcinoma “in situ”   (  ) T1   (  )T2   (  )T3   (  )T4  
Metástase regional: (  )NX   (  )N0   (  )N1   (  )N2   (  )N2a   (  )N2b   (  )N2c   (  ) N3  
Metástase à distância: (  )MX   (  )M0   (  )M1  
TNM: (  )Estádio 0  (  )Estádio I  (  )Estádio II  (  )Estádio III  (  )Estádio IVa  (  )Estádio IVb  
(  )Estádio IVc 
 
 Tratamento: 1 (  ) cirugia 2 (  ) radioterapia 3 (  ) quimioterapia  2 (  ) cirugia e 




 1 (  ) vivo 2 (  ) falecido pelo tumor 3 (  ) falecido por outra causa  
Há quantos anos:_______________________  
Recidiva: 1 (  ) sim 2 (  ) não 
 
